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論文内容要旨
序
 筋注用グロブリン中には精製工程中に生じたIgGaggregatesが含まれており,このaggregates
 は補体活性化作用や時には抗原性を示すため,静脈内投与を行なうことはできない。静注用グロブ
 リンを製するためにはこれらIgGaggregatesを除く必要がある。
 IgGaggregatesを除去(解離)させる一つの方法として,酸処理法につき詳しく検討した・
 ミエローマIgGのaggregatesがpH4処理で解離することはKochwaら(1966)により観察
 されているが,ミエローマIgGであるためか又はpH調整時の界面変性によるものか,中性に戻
 すと再重合すると報告している。
 Hansson(1968)は正常人のIgGを透析しながらpH3.0に調整すると,そこに含まれてい
 たIgGaggregatesは解離するが,再度中性に戻すと不溶物が生じると報告している。このよう
 に酸処理でlgGaggregatesが解離することは古くから知られていたが,他のpH条件,特に
 monomerIgGを効率よく得るための至適条件についての詳細な報告はみられない。
 他方ヒトIgGの酸変性については,Jirgensonら(1954)やDoiら(1970)による旋光性
 や円偏光二色性等の観察報告はあるが,その他の生物学的性状がどのように変化しているかに関
 しては報告されていない。一方Stollarら(1976)やWinkelhakeら(1980)はウサギIgGを
 .用いて酸変性の研究を行ない,IgGの重要な生物活性の一つである補体結合能がpH3.5より酸性
 側で減弱すること,抗原結合能はpH2.5～3.0でも安定であること等の成績を報告した。しかし
 ウサギIgGはヒトIgGと種々性状が異なるため,ヒトIgGも同様な変化を蒙るか否かの確認を
 行なう必要があった。これらの検討結果から,ヒトIgGaggregatesを変性させることなく解離さ
 せる酸処理条件を見出すことができれば,従来の筋注用グロブIJンからmonomerrichの静注用
 グロブリンを効率よく製することが可能となる。このような背景をもとに本研究を行なった。
 方法および結果
 アルコール分画法で精製された筋注用グロブリンから,ゲル炉過法でIgGaggregates画分と
 IgGmonomer画分とをそれぞれ分離した。IgGaggregates画分を用い,各種酸性pH条件下で一
 定時間静置し中和後,monomerおよび残存aggregatesの量を,更にnativeなIgGはprotease
 感受性が低いことからIgGの変性の有無を推測するためにplasmin感受性を測定した。
 その結果,monomer量が最も高くなるpHは3.8～4.0であること,この条件下でplasmin感
 受性は最も低くなりnativeなmonomerが増加していることが推測された。またこのpH条件
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 (pH3.8)で酸処理を行ない,経時的に中和し,aggregatesがmonomerへ解離する速度を観察し
 た処,酸処理1分後でaggregatesは半減し以後徐々に減少しながら30分でプラトーに達するこ
 とが判った。
 次にIgGmonomer画分を用い,同様の酸処理を行なった後の生物学的・物理化学的諸性状を分
 析し,IgGmonomerの酸変性の有無を調べた。IgG分子の全体の変化をみるために差スペクト
 ル,分子量およびplasmin感受性を,Fc部分の変性をみるために補体結合能およびproteinA
 結合能を,またFab部分の変性をみるために抗原結合能を観察した。
 pHを変化させた時の差スペクトルをみると,285nmと292㎜とに明瞭なビ。一クが,280nm
 附近に肩が示された。この時の292㎜の吸収とpHとの関係図より,IgGはpH3・7附近より酸
 一性側で変性することが推測された。Plasmin感受性やproteinA結合能の変化をみた結果でも,
 pH3.7附近より酸性側で変性することが知られた。分子量はpH3.2処理後でも変化しなかった
 が,それより酸性側ではpolymerが出現し,それ相当にmonomerの量は低下した。
 抗原結合能はpH3.0処理でも安定なものがあったが,pH3.5より減弱する例もみられた。少く
 ともpH3.7より中性側では安定なこと,および次記の補体結合能と比べた場合,抗原結合能の
 方が酸処理に対し安定であることが判った。各種pHで酸処理,中和後,至適濃度の抗原と反応
 させ抗原抗体複合体を形成せしめ,その補体結合能を測定した結果,pH3.7より酸性側で補体結
 合能は減弱することが判った。
 また抗原結合能および補体結合能につき,電気泳動的にslowなIgGとfastなIgGとを用
 い比較したが,いずれの能力も両lgG間で酸安定性上大差はみられなかった。
 以上のことから,ヒトIgGはpH3.7より酸性側で変性が始まること,また少くともpH3.8よ
 り中性側では変性を蒙らないと判断された。
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 Aggregatesを含むヒトIgG溶液をpH3.8～4.0で処理することは,収量をおとすことなく
 nativeなIgGmonomer溶液を得る方法として有用と考える。
 またこの酸処理IgGは,感染防禦および血中半減期等のinvivo(ウサギり実験で,非酸処理
 IgGと同等の性状を有することも知られている(未報)。
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 審査結果の要旨
 本論文の要旨は筋注用グロブリン中に含まれているIgGaggregatesが補体活性化作用や時
 には抗原性を示すため,静脈内投与が不可能であり,このIgGaggregatesをIgGを変性させ
 ることなく除く必要があり,著者がはじめて人のIgG製剤からIgGaggregates除去方法を見
 出したことにある。
 実験はアルコール分画法で精製された筋注用IgG製剤からゲル濾過法でIgGaggregates画
 分とlgGmonomer画分を分類し,それぞれを使用した。
 得られた結果のうち主なものは次の如くである。
 1)まずIgGaggregates画分を用い,各種酸性pH条件下で一定時間静置し,中和後,
 monomerおよび残序aggregatesの量と,nativeなIgGはprotease感受性が低いことから
 IgGの変性の有無を推測するためplasmin感受性を測定した。
 その結果,IgGのmonomer量が最も高くなるpHは3.8～4.0であること,この条件下で
 plasmin感受性は最も低くなり,nativeなmonomerが増加していることが推測された。
 2)次にIgGmonomer画分を用い,同様の酸処理を行った後の生物学的,物理化学的諸性状
 を分析し,IgGmonomerの酸変性の有無を検討した。IgG分子の全体の変化をみるために差
 スペタトル,分子量およびplasmin感受性を,Fc部分の変性をみるために補体結合能および
 proteinA結合能を,またFab部分の変性をみるために抗原結合能を観察した。
 その結果,抗原結合能はpH3.0でも安定なものがみられたが,その他の性状はpH3.7より酸
 性側で変化することが判った。また補体結合能と抗原結合能とにつき,電気泳動的にalowなIgG
 とfastなIgGとの比較を行い,両IgGはほぼ同様な酸安定性を有することがわかった。
 以上の実験によりaggregatesを含むIgG溶液をpH3」8～4.0で処理することは,nativeな
 IgGmonomerが豊富な溶液を得る方法として有用であることを見出した。
 以上本論文は学位授与に値するものと思われる。
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